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基础 研究 


人 细胞 表面 黏附 分 子 了 选择 素 眉 动 子 报告 基因 的 构建 及 鉴定 
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摘要 :目的 构建 人 细胞 表面 昔 附 分 子 P 选 择 素 (p-selectin) 基 因 启 动 子 区 光 素 酶 报告 基因 载体 pGL3-pselectin-promoter, 检 测 其 
转录 活性 ,并 应 用 于 筛选 药物 对 其 转录 活性 的 影响 。 方 法 根据 UCSC 软件 查找 的 人 基因 组 DNA 的 p-selectin 启 动 子 序列 并 设 
计 两 端 引 物 , 扩 增 人 基因 组 DNA 中 的 p-selectin 启 动 子 。 用 限制 性 内 切 酶 Kpn 1 和 Xho | 双 酶 切 质粒 pGL3-Basic 和 p-selectin 启 
动 子 后 ,将 p-selectin 基 因 启 动 子 插入 到 pGL3-basic 报 告 基因 载体 上 。 重 组 质粒 命名 为 pPGL3-pselectin-promoter。 将 其 与 内 参 
质粒 PRL-SV40 瞬 时 共 转 染 293F 细 胞 ,检测 双 欧 光 素 酶 活性 。 对 不 同 启动 子 片段 长 度 的 p 选 择 素 报告 基因 进行 双 获 光 素 酶 的 
检测 。 以 炎症 因子 和 药物 分 组 刺激 转 染 了 报告 基因 质粒 的 293F 细 胞 并 检测 双 荧 光 素 酶 活性 。 结 果 成 功 构建 p-selectin 基因 启 
动 子 荧光 素 酶 报告 基因 载体 pGL3-pselectin-promoter, 质粒 酶 切 及 测序 结果 完全 正确 。 瞬 时 共 转 染 pGL3-pselectin-promoter/ 
pRL-SV40 组 荧光 素 酶 活性 为 0.8573+0.4703, 高 于 转 染 pGL3-Basic/pRL-SVA0 组 的 荧光 素 酶 活性 值 0.03955 +0.05894, 
pGL3-1826 bp 相 比 较 于 pGL3-1092 bp 组 和 pGL3-3738 bp 组 具有 最 强 的 转录 活性 。 炎 症 因子 LPS 和 TNF-a 和 药物 As;0; 均 具 
有 上 调 pGL3-pselectin-promoter 转 录 活 性 的 作用 。 结 论 pGL3-pselectin-promoter 在 293F 细 胞 中 能 被 转录 激活 ,并 验证 了 炎症 
因子 对 其 转录 表达 的 作用 ,并 为 药物 筛选 与 评价 提供 解决 方案 。 

关键 词 :细胞 黏附 分 子 类 ;P 选 择 素 ;炎症 反应 ; 葡 光 素 酶 
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Abstract: Objective To construct a luciferase reporter gene vector of p-selectin gene promoter and determine its transcriptional 
activity for screening the effect of drugs on the transcriptional activity of p-selectin promoter. Methods Primers were designed 
based on human p-selectin promoter sequence from UCSC software. The p-selectin promoter from human genome DNA was 
then amplified. After digestion of pGL3-Basic vector and p-selectin promoter with Kpn I and Xho I , p-selectin promoter was 
inserted into pGL3-basic vector. The recombinant plasmid, namely pGL3-p-selectin-promoter, was transiently cotransfected 
into 293F cells with pRL-SV4A0 as the control vector, and the activity of the dual luciferase was detected. The transcription 
activity of serially truncated segments of the p-selectin promoter reporter gene was quantified by luciferase expression. 293F 
cells transfected with pGL3-p-selectin-promoter reporter gene and dual luciferase were stimulated with LPS, TNF-a and As;O;, 
and the transcriptional activity of p-selectin promoter were assessed. Results pGL3-p-selectin-promoter was constructed 
successfully as verified by restriction digestion and sequence analysis. The luciferase activity was higher in 
pGL3-p-selectin-promoter/pRL-SV40 group than in pGL3-basic/pRL-SV40 group (0.8573 0.4703 vs 0.03955 x 0.05894). pGL3- 
1826 bp was actively transcribed compared with pGL3-1092 bp and pGL3-3738 bp. LPS, TNF-a and AsO; significantly 
enhanced the transcriptional activity of p-selectin promoter. Conclusion pGL3-p-selectin-promoter can be transcribed and 
activated in 293F cells. This study provided an important basis for acquiring transcriptional factors and screening 
inflammatory factors and drugs. 
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全 身 炎 症 反 应 综合 症 (SIRS) 是 创伤 .软组织 伤心 
血管 等 手术 后 的 常见 并 发 症 ,创伤 激活 炎症 细胞 释放 
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TNF-Q\IL-1 等 促 炎 因子 ,造成 内 皮 细 胞 损伤 ,血小板 粘 
附 , 释 放 氧 自由 基 和 脂 质 代谢 产物 等 在 体内 形成 “瀑布 
效应 ”, 导 致 炎症 介质 数量 不 断 增加 、 炎 症 反应 不 断 扩 
Ko SIRS 以 诊断 困难 和 预后 严重 等 特点 成 为 围 手术 期 
的 危险 因素 ,在 无 抗生素 治疗 情况 下 可 急剧 进展 至 严重 
败血症 休克 ,多 顺 官 衰竭 综合 证 (MOP) 甚 至 死亡 ”。 
研究 发 现 ,循环 白细胞 的 募集 和 黏附 是 炎症 反应 中 的 关 
键 步骤 , 它 秋 着 于 细 静 脉 壁 . 骨 塞 毛细 血管 ,造成 微 循环 
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TREES, Ie ARE SPEICHER AI P RET Js RACINES Vo E 
不 易 恢 复 的 重要 原因 。 

黏附 分 子 是 介 导 细胞 间 相 互 作用 或 细胞 与 细胞 外 
基质 相互 作用 的 糖 和 蛋白 ,其 可 在 全 身 炎症 反应 综合 症 中 
由 TNF-a 和 开 -8 以 及 其 他 炎 性 介质 诱导 上 调 "。 而 其 
中 的 选择 素 家 族 是 最 初 介 导 和 白细胞 沿 血管 壁 滚动 . 边 集 
和 条 附 的 重要 黏附 因子 ”5 ,在 正常 免疫 应 答 和 多 种 血管 
疾病 中 起 关键 作用 “ ,引起 多 器 官 功能 障碍 综合 征 
(MODS) 与 多 占 官 功能 衰竭 (MOF)”"。 有 研究 发 现 *， 
胞 膜 表达 性 或 可 溶性 的 p-selectin 可 通过 与 其 配 体 的 结 
合 促 进 中 性 粒 细 胞 的 胞 外 聚集 ,并 进一步 导致 炎 性 或 血 
栓 性 疾病 。 我 室 的 微 循环 观察 研究 表明 ,应 用 p-selec- 
tin 阻 断 性 抗体 能 够 明显 地 抑制 创伤 引起 的 外 周 血管 白 
细胞 黏附 ,揭示 了 Pp-selectin 的 表达 在 创伤 诱导 的 全 身 
炎症 反应 综合 征 中 起 重要 作用 ,是 治疗 炎症 性 疾病 的 理 

因此 ,为 了 更 进一步 探索 炎症 因子 诱导 p-selectin 
转录 活性 增强 的 信和 号 通路 ,创造 早期 阻 断 p-selectin 表 
达 的 可 行 性 ,为 临床 治疗 SIRS 患 者 提供 有 效 的 药物 邯 
点 ,从 而 提高 患者 术 后 生存 率 ,本 人 研究 通过 构建 
p-selectin 基因 启动 子 的 荧光 素 酶 报告 基因 重组 质粒 
pGL3-p-selectin-promoter, JE A Jf PF. E Rz 488 293F 
rS E HUS 3I T 6 ois tk, HIIS E A ER B XUL 
pRL-SV40 和 平衡 组 间 差 距 取得 可 信 结 果 , 旨 在 利用 该 报 
告 基因 探究 炎症 发 生机 制 ,并 为 研究 临床 抗 炎 药 物 的 分 
子 生物 学 机 制 莫 定 基础 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 材料 与 试剂 

293F 细 胞 株 .293A 细 胞 株 .载体 质粒 pPGL3-Basic、 
内 参 质 粒 pRL-SVAO, fli Z 98 LPS. .肿瘤 坏死 因子 
TNF-a 和 蛋白酶 体 抑 制剂 MG-132 砷 化 物 AsO: 本 科室 
保留 。 大 肠 杆菌 感受 态 细 胞 DH5o 人 血 基 因 组 DNA 
纯化 试剂 盒 购 自 天 根 生化 科技 公司 。DNA 片段 凝 胶 回 
收 试剂 盒 购 自 Promega; 白色 96 孔 平底 板 购 自 Corning; 
Q5 i A ECDNA 聚合 酶 .限制 性 内 切 酶 Kpn I 和 Xho I 
购 自 NEB;Ligase high 酶 购 自 TOYOBO;DNA marker 
购 自 Takara; 质粒 提取 试剂 盒 购 自 Omega; 转 染 脂 质 体 
Lipofectamine2000 购 自 Invitrogen; 胰 和 蛋白 酶 .新生 牛 
血清 DMEM 培 养 基 购 自 Gibco; 琢 脂粉 (Agar) JIKER 
VW CTryptone) , 酵母 浸出 粉 (Yeast Extract) 购 自 英 国 
Oxoid; 离 心 柱 型 血液 /细胞 /组 织 基 因 组 DNA 提取 试剂 
f DR303 购 自 北京 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ; 双 奖 光 素 
酶 报告 基因 检测 试剂 盒 (Dual-Luciferase Reporter 
Assay System) 购 自 美国 Promega。 所 用 仪器 :PCR 仪 
(3 E] Bio-Rad) ;电泳 仪 (北京 百 晶 ); 凝 腕 图 像 分 析 仪 


Tanon-2500( 上 海天 能 公司 );Spectra MAX M5 酶 标 仪 
(Molecular Device 公司 ) ; 超 微量 蛋白 核酸 分 析 仪 
Biodrop( 英 国 柏 棋 有 限 公司 )。 

1.2 实验 方法 

1.2.1 细胞 培养 和 DNA 提 取 将 293A 细胞 接种 至 35 mm 
培养 亚 , 待 细 胞 密度 达 95% ,处 理 成 细胞 悬 液 ,按照 
DNA 试 剂 盒 说 明 提取 基因 组 DNA, 用 超 微量 蛋白 核酸 
分 析 仪 测定 产物 在 260 nm/280 nm 处 吸收 值 ,浓度 为 
101 ng/uL。 

1.2.2 p-selectin 启动 子 的 PCR 扩 增 和 回收 纯化 应 用 
UCSC 基因 组 浏览 絮 查 找 人 p-selectin 基因 启动 子 序 
列 。 根 据 参 考 文献 [10] ,确定 本 实验 研究 p-selectin 基 
SELP 启 动 子 (L01574.1) 长 度 为 1888 bp(-1826 bp~+ 
62 bp) ,根据 软件 Primer Premier 5.0 分 析 启 动 子 序列 上 
的 限制 性 内 切 酶 位 点 。 设 计 其 两 端 引 物 (PCR 引物 合成 
由 上 海 英 验 生物 技术 有 限 公 司 完成 ) 如 下 :上 游 引物 (其 
中 和 斜 线 加 粗 序 列 GGTACC 为 Kpn 工 酶 切 位 点 ， 
TAACGG 为 保护 性 碱 基 ) :5-TAACGGGGTACCTAA 
CAGCGTGATAGGTATTGTTCCA-3'。 下 游 引物 (其 
中 斜 线 加 粗 序列 CTCGAG 为 Xho 工 酶 切 位 点 ,ACT 
CCG 为 保护 性 碱 基 ) : SCACTCCGCTCGAGCTCTG 
TGACTCTGCTGGTTTTCTG-3'。 产 物 大 小 1888 bp. 
以 基因 组 DNA 为 模板 ,用 Q5 聚合 酶 进行 PCR 扩 增 反 
应 :在 PCR 反应 管 中 加 入 基因 组 DNA 10 uL, dNTP 
(10 mmol/L)1 uL,5xbuffer 10 pL, 上 游 引 物 (10 pmolL) 
2.5 4, 下 游 引物 (10 umol/L) 2.5 uL, ddH;O 23.5 uL, 
Q5 FS TE ECEEA 880.5 uL, PCR 反应 条 件 如 下 :98 CH 
变性 30 s 98 %C 变 性 10 s 58 %C 退 火 30 s 72 "CRIEfIR 60 s, 
共 35 个 循环 ,72 % 后 延伸 2 min。 反 应 结束 后 ,将 PCR 
产物 于 1% 琼 脂 糖 胶 电 泳 。 利 用 凝 胶 回收 试剂 盒 回收 
PCR 产 物 。 

1.2.3 pGL3-basic 质粒 的 抽 提 采用 pGL3-basic 载体 
质粒 转化 毛 化 钙 感 受 态 细胞 DH5a, 挑 单 克隆 进行 大 量 
扩 增 ;用 质粒 抽 提 试剂 盒 制备 扩 增 pGL3-basic 质粒 ,用 
超 微量 蛋白 核酸 分 析 仪 测定 纯度 和 浓度 。 所 得 质粒 用 
分 光 交 度 计 测定 浓度 后 ,于 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 。 
pGL3-basic 空 载体 的 序列 特征 见 图 1A。 

1.2.4 p-selectin 启动 子 PCR 片段 和 pGL3-basic 质粒 的 
双 酶 切 及 回收 先后 用 限制 性 内 切 栈 Kpn 1I 和 Xho 工 对 
回收 的 p-selectin 启 动 子 PCR 7^ J fll pGL3-basic 载体 
质粒 进行 双 酶 切 ,电泳 后 切 胶 回收 酶 切 产 物 。 酶 切 条 件 分 
别 如 下 :pGL3-basic 质粒 /promoterDNA:2.3 uL/8.2 uL 
(各 1 ug) ,Kpn I (10 U/UL) :1 uL,Xho I (20 U/uL) :1 uL, 
10xNEBuffer 1.1:5 uL, ddH;O 40.7 uL/34.8 uL, 3: 50 uL. 
37 %C 酶 切 4h 完 成 后 ,1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ,并 分 别 回 收 
酶 切 后 的 promoter DNA 和 pGL3-basic 质 粒 。 
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1.2.5 连接 和 转化 H Ligase high 连 接 酶 将 酶 切 回 收 
后 的 promoter DNA 双 酶 切 产 物 和 pGL3-basic 质粒 进 
行 连接 反应 ,分别 取 promoter DNA 双 酶 切 回 收 产物 
(47 ng/uL)2.5 uL, pGL3-basic 质粒 双 酶 切 回收 产物 
(14.8 ng/uL)2.5 uL,Ligase high 5 pL, 共 10 uL; 16 °C 
连接 16 h。 并 将 此 重组 的 pGL3-p-selectin-promoter 质 
粒 转 化 DH5o 感 受 态 ,获得 重组 质粒 克隆 。10 pL 连接 
产物 与 100 uL DH5a 感 受 态 混 匀 冰 上 放置 30 min, 
42 © 90 s, 冰 上 2 min, 然 后 加 入 700 uL LB 培养 基 ( 无 
抗 性 ), 于 37.0% .220 r/min 培养 1h 后 , 涂 于 Amp' 抗 性 
的 LB 固体 培养 基 平 板 ,37 % 培 养 过 夜 ,平板 上 有 克隆 
长 出 , 挑 取 一 些 克 隆 进行 阳性 鉴定 。 构 建 好 的 pGL3-p- 
selectin-promoter 表达 载体 的 序列 特征 见 图 1B。 


A MES 


ATUG-Luc Coimg Seoguence- T A4. 


ATO Luc Cilag Sipe TAA 


1 pGL3-basic 和 pGL3-p-selectin-promoter 载 体 的 
部 分 结构 图 

Fig.1 Structures of partial pGL3-basic (A) and pGL3- 
p-selectin-promoter (B) plasmids. MCS: Multiple 
cloning sites; LUC: Luciferase gene. The locations of 
the ATG and TAA are indicated. 


1.2.6 阳性 克隆 鉴定 测序 挑 取 15 个 平板 克隆 ,接种 于 
LB(Amp' 抗 性 ) 培 养 基 中 ,37.0 % .220 rmin 振 摇 培 养 ， 
8 了 后 取 1 uL SCR PCR 克隆 鉴定 菌 液 PCR, 于 1% 琉 
脂 糖 凝 胶 电 泳 ,其 余 的 液体 继续 震荡 培养 至 14 h, 直 至 
菌 液 混浊 。 对 菌 液 PCR 显示 阳性 的 菌 液 ,用 质粒 小 提 
试剂 盒 提 取 质 粒 后 作 Kpn [和 Xho 工 双 酶 切 鉴 定 。 挑 选 
阳性 克隆 于 上 海 英 骏 生物 技术 有 限 公司 测序 。 

1.2.7 p-selectin 启动 子 报告 基因 转 染 细胞 将 293F 细 
胞 用 含 10% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培 养 基 培养 。 在 转 
染 的 前 1 d 将 293F 细 胞 以 2x107mL 的 密度 接种 于 24 和 孔 
板 并 换 用 无 抗生素 的 含 10% 胎 牛 血 清 培养 基 , 在 37 C, 
5% CO, 培 养 箱 中 培养 ,直至 细胞 密度 达到 90%。 按 照 
Lipofectamine 2000 试剂 盒 操作 说 明 ,分 别 以 每 了 L0.8 ug 
的 剂量 瞬时 转 染 pGL3-basic 质 粒 ( 对 照 组 ) 和 构建 好 的 
pGL3-p-selectin-promoter 质 粒 (实验 组 ) 于 培养 的 293F 
细胞 中 ,同时 以 每 孔 0.01 ug $63 pRL-SV40 262628 Bá 
表达 质粒 作为 转 染 效率 内 参照 ,每 组 设 3 个 复 孔 。6 h 后 
换 液 成 舍 有 10% 胎 牛 血清 的 完全 培养 基 , 并 根据 参考 文 
献 设置 浓度 梯度 在 实验 组 中 分 组 加 入 相应 浓度 的 LPS 、 
TNF-a” ,MG-132 ^ st As;O; 

1.2.8 p-selectin 启动 子 活性 测定 转 染 24 h 后 ,每 孔 细 
胞 用 PBS 洗涤 1 次 。 按 照 Promega 公 司 的 双 奕 光 素 酶 


报告 基因 检测 试剂 盒 (Dual-Luciferase Reporter Assay 
System) 说 明 书 ,每 也 加 入 100 眶 的 1xPLB( 被 动 裂 解 液 
Passive Lysis Buffer) 裂 解 细胞 ,于 室温 下 在 摇 床 上 震 摇 
15 min, 收 集 细 胞 裂解 液 ,10 000 r/min 4 % 离 心 5 min。 
取 20 上 细胞 裂解 液 上 清 ,加 入 白色 96 孔 平底 板 , 先 用 
M5 多 功能 酶 标 仪 读 取 背 景 值 。 每 孔 加 入 100 uL 的 
LARI 工 作 液 , 读 取 曹 火 虫 灾 光 素 酶 发 光 值 。 再 加 入 
100 uL fJ Stop&Glo? Reagent( 董 火 虫 荧光 素 酶 终止 液 
和 海 肾 灾 光 素 酶 的 底 物 ) , 读 取 海 凤 灾 光 素 酶 发 光 值 , 按 
Promega 说 明 书 要 求 在 2 min 内 完成 每 单个 样品 的 检测 
过 程 ,每 组 细胞 重复 检测 3 次 。 以 曹 火 虫 荧光 素 酶 活性 
与 海 肯 荧光 素 酶 活性 的 比值 作为 衡量 p-selectin 启 动 子 
活性 的 依据 ,pRL-SV40 作 为 内 参 可 以 消除 由 于 细胞 数 
目 及 转 染 效率 等 不 同 所 带 来 的 组 间 差 异 。 

1.2.9 统计 学 方法 所 有 实验 结果 均 已 重复 3 次 。 应 用 
SPSS 20.0 统 计 软 件 , 数据 用 均 数 + 标准 差 表 示 。 两 组 
间 显著 性 检验 采用 两 独立 样本 :检验 ,多 组 间 显 著 性 检 
验 采 用 单 因 素 方差 分 析 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 p-selectin 启动 子 片 段 的 扩 增 

以 正常 人 基因 组 DNA 为 模板 ,克隆 p-selectin 启 动 
子 片 段 ,1% 琼 上 脂 糖 胶 电泳 在 2000 bp 附近 可 见 一 条 带 
(图 2A) ,与 1888 bp 的 p-selectin 基因 启动 子 大 小 相 
符 。 回 收 产 物 采用 Biodrop 超 微量 蛋白 核酸 分 析 仪 测 
定 浓度 为 122.0 ng/hL。 
2.2 报告 基因 pGL3-p-selectin-promoter 载 体 构建 

胶 回 收 后 的 p-selectin 启动 子 片 段 和 pGL3-Basic 
双 酶 切 后 (图 2B)。 分 别 回 收 酶 切 后 的 promoter DNA. 
和 pGL3-basic 质 粒 , 得 到 的 浓度 分 别 为 47.0 ng/hL 和 
14.8 ng/WL。 连 接 转化 .构建 pGL3-p-selectin-promot- 
er 重组 质粒 。 挑 取 15 个 平板 克隆 ,接种 于 LB(Amp' 抗 
性 ) 培 养 基 中 ,37.0 % .220 r/min 振 摇 培 养 ,8 h 后 取 1 uL 
做 菌 液 PCR 克隆 鉴定 ,于 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 ,结果 如 
图 3, 可 见 有 5 个 克隆 均 为 阳性 。 提 取 1,2,3 号 阳性 克隆 
质粒 作 Kpn T 和 Xho I 双 酶 切 鉴定 , 酶 切 产物 电泳 可 在 
2000 bp 和 5000 bp 附近 处 出 现 2 个 条 带 ,这 与 插入 的 
1888 bp 的 p-selectin 启 动 子 目 的 片段 和 4791 bp 的 线性 
pGL3-Basic 大 小 完全 一 致 。 挑 选 阳性 克隆 于 上 海 英 骏 
生物 技术 有 限 公 司 测序 ,测序 结果 显示 p-selectin 基因 
启动 子 成 功 插 和 人 到 pGL3-basic 载 体 中 ,所 构建 质粒 与 
设计 相符 (图 4), 旦 未 发 现 碱 基 突 变 。 
2.3 p-selectin 启 动 子 报告 基因 转 米 细胞 后 荧光 素 酶 表达 

pGL3-basic 质粒 和 构建 的 pGL3-p-selectin-pro- 
moter 质 粒 分 别 转 染 细胞 后 s Ee Tg EE I HR DOG SR Bp 
准 化 后 的 董 火 虫 奖 光 素 酶 表达 情况 (图 5) ,构建 的 
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图 2 p-selectin PCR 产物 电泳 及 空 载体 酶 切 产 物 电泳 图 
Fig.2 Electrophoresis of the PCR product of p-selectin 
promoter (A) and digestion of pGL3-Basic plasmid (B). 
M1: 500 bp DNA ladder; 1: PCR product of p-selectin 
promoter (1888 bp); M2: DNA marker DL10000; 2: 
Digestion product (4791 bp) of pGL3-Basic plasmid with 
endonucleases Kpn I and Xho 1 . 
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3 pGL3-p-selectin-promoter 报 告 基因 载体 菌 
落 PCR 筛选 的 电泳 图 

Fig.3 Electrophoretic profile of PCR screening of 
pGL3-p-selectin-promoter reporter gene carrier 
colony. M: 500 bp DNA ladder; Lanes 1-8: PCR 
screening of pGL3-p-selectin-promoter reporter 
gene carrier colony; Lanes 1, 2, 3, 5, 8: p-selectin 
promoter (1888 bp) amplified with primers. 


pGL3-p-selectin-promoter 质粒 转 染 组 0.8573 2-0.4703, 
比 pGL3-basic 空 质粒 转 染 组 0.03955+0.05894 的 荧光 
素 酶 活性 高 21.7 倍 ,差异 有 统计 学 意义 (1=7.424,df=4， 
P=0.0018<0.01)。 说 明 p-selectin 启 动 子 已 经 准确 插入 
到 了 区 光 素 酶 基因 上 游 , 并 在 细胞 内 启动 了 区 光 素 酶 基 
的 表达 。 
2.4 p-selectin 不 同 长 度 的 启动 子 片段 荧光 素 酶 表达 量 
笔者 同时 在 实验 室 构 建 了 插入 -1092 bp~+62 bp 的 
p 选 择 素 启动 子 片段 的 pGL3-1092 bp 和 插入 -3738 bp~+ 
62 bp 启动 子 片 段 的 pGL3-3738 bp, 设 置 了 4 个 组 别 分 
别 转 染 pGL3-basic, pGL3-1092 bp, pGL3-1826 bp, 
pGL3-3738 bp, fii Hj One-way ANOVA 分 析 ,4 组 之 间 
有 统计 学 差异 (三 46.80,P<0.0001) 。 经 Dunnett-: 检 
验 ,除了 pGL3-basic 组 与 pGL3-1092 bp 组 相 比 没有 统 
计 学 差异 ,其 余 任 意 两 组 之 间 均 有 统计 学 差异 。 


由 图 6 可 见 , 取 质 粒 pGL3-1826 bp 可 以 达到 最 大 
的 荧光 素 酶 表达 量 ,可 知 在 p 选 择 素 的 转录 起 始 位 点 
上 游 -1826~-1092 的 位 置 的 基因 片段 在 P 选 择 素 的 组 
成 性 转录 表达 中 起 重要 作用 ,而 -3738~-1826 这 一 区 域 
会 对 转录 造成 抑制 ,这 与 MeEverR.P 在 其 实验 室 对 P 
选择 素 启 动 子 报告 基因 进行 截 短 检测 的 文献 报道 
类 似 , 且 是 对 其 实验 的 补充 和 完善 ,确证 了 P 选 择 素 转 
录 起 始 位 点 上 游 -1500 区 域 在 组 成 性 转录 表达 中 的 核 
心 作用 。 
2.5 炎症 因子 与 药物 对 了 选择 素 启动 子 转录 活性 的 检测 
筛选 结果 

我 们 使 用 炎症 因子 LPS 和 TNF-a 刺 激 转 染 了 
pGL3-p-selectin-promoter 报 告 基因 质粒 的 293F 细胞 ， 
结果 如 图 7 所 示 , 可 见 LPS 和 TNF-a 在 不 同 浓度 下 均 对 
P 选 择 素 启动 子 的 转录 活性 有 激活 作用 ,以 LPS 的 激活 
作用 更 为 显著 。 

和 蛋白酶 体 抑制 剂 MG-132 和 砷 化 物 As:0; 设 置 浓度 
梯度 刺激 转 染 表达 载体 的 293F 细 胞 (图 8), 可 见 Ass0， 
可 对 pGL3-p-selectin-promoter 报 告 基 因 起 转录 上 调 作 
用 , 当 其 浓度 达到 4~8 hmolyL 有 最 大 转录 激活 效果 。 


3 讨论 

P- 选 择 素 是 选择 素 家 族 的 重要 黏附 分 子 , 作 为 血 小 
板 /内 皮 细 胞 活化 标志 和 细胞 乎 附 受 体 ,其 可 通过 介 导 
血小板 ,内皮 细胞 黏附 及 与 白细胞 的 相互 作用 ,启动 参 
与 了 包括 炎症 和 血栓 形成 等 多 种 病理 生理 起 始 过 程 ,是 
炎症 /血栓 的 重要 介质 各 分 子 ””。 在 急性 炎症 情况 
下 ,p-selectin 因 内 皮 细 胞 接受 一 系列 炎症 介质 如 终 末 
补体 C5b-9 复 合 物 "\ 活 性 氧 和 凝血 酶 等 刺激 而 在 细胞 
表面 出 现 高 表达 ' 史 , 介 导 内 皮 细 胞 和 和 白细胞 黏附 并 在 急 
性 炎症 中 促进 内 皮 细 胞 黏附 分 子 表 达 上 调 ”。 文 献 报 
道 p-selectin 可 介 导 内 皮 细 胞 -白细胞 相互 作用 ,诱导 下 
调 p-selectin 可 减少 血管 内 血栓 形成 1, 或 通过 介 导 血 
小 板 茜 附 造成 子宫 内 膜 异 位 ”, 介 导 单 核 细胞 -血小板 
聚集 (MPA) .白细胞 -血小板 聚集 (NPA) 造 成 动脉 严 样 
硬化 血栓 性 疾病 中 。 可 见 p-selectin 在 各 病理 生理 过 程 
中 扮演 极其 重要 的 作用 。 然 而 大 部 分 文献 以 ELISA、 
qPCR FACS .基因 效 除 动物 等 实验 手段 开展 研究 , 却 忽 
略 了 通过 双 菊 光 素 酶 报告 基因 的 构建 ,可 以 更 高 效 、 简 
捷 地 达到 分 析 启 动 子 转录 活性 .定位 转录 因子 的 目的 。 

报告 基因 技术 广泛 地 应 用 于 监测 细胞 的 信和 号 转 导 
和 基因 表达 ,通过 把 转录 控制 元 件 剪接 到 报告 基因 ,可 
以 直观 地 ”报道 ”细胞 内 与 基因 表达 有 关 的 信号 级 联 。 
这 种 检测 具有 敏感 性 高 方便 可靠 而 且 适 用 于 大 规模 
检测 等 优点 2 。 与 EMSA 检 测 相 比 ,该 方法 具有 操作 简 
便 , 灵 人 敏 度 高 ,结果 真实 准确 的 特点 所 。 而 本 文采 用 的 
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图 4 p-selectin 启动 子 的 测序 峰 图 及 BLAST 比 对 结果 


Fig.4 Sequence peaks of p-selectin promoter and results of BLAST. 
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pGL3-basic — pGL3-pselectin-promoter 


图 5 报告 基因 载体 转 染 细胞 后 荧光 素 酶 相对 表达 量 
Fig.5 Quantification of luciferase expression in cells 
cotransfected with reporter vector and internal 
reference plasmid PRL-SV40. **P«0.01 vs pGL3-basic 


group. 


双 奖 光 素 酶 报告 基因 检测 系统 为 单 管 双 报告 酶 的 分 析 
体系 ,在 单 荧 光 素 酶 报告 基因 的 基础 上 增加 了 内 参照 系 
统 。 其 原理 是 ,Firefly 和 Renilla 是 两 个 不 同 来 源 的 芝 
光 素 酶 ,两 者 的 酶 结构 不 同 ,Firefly 虫 荧光 素 酶 是 一 个 

61 000 大 小 的 单 体 蛋白 ,Renilla 是 一 个 36 000 大 小 的 
单 体 蛋白 。 它 们 的 作用 底 物 也 不 一 样 , 双 报 告 基因 系统 
就 是 利用 两 者 的 不 同 , 先 加 入 Firefly 荧 光 素 酶 的 底 物 检 
测 其 活性 ,然后 加 入 终止 液 ,同时 加 入 Renilla 殉 光 素 酶 
的 底 物 检测 Renilla 欧 光 素 酶 活性 。 然 后 计算 两 者 的 比 
值 ,从 而 排除 转 染 效率 和 加 样 量 的 差异 ,真实 可 靠 地 反 


Sa 
o 


M 
[2 


p 
o 


Fold increase in p-selectin-Luc reporter 
- 
UA 


pGL3-basic pGL3-1092 bp pGL3-1826 bp pGL3-3738 bp 
图 6 不 同 长 度 的 启动 子 片段 构建 的 报告 基因 菊 光 素 酶 表 


达 量 

Fig.6 Quantification of luciferase expression in serially 
truncated segments of the 5'-flanking region of p-selectin 
promoter. **P«0.01 and ***P<0.001 vs pGL3-basic group. 


Il pGL3-p-selectin-promoter [IJ feeit E^", [HEUK 
光 素 酶 报告 基因 也 有 其 局 限 性 。 我 们 在 实验 研究 中 发 
现 ,细胞 裂解 液 的 灭 光 读数 在 一 定 程 度 上 受到 细胞 状 
态 .培养 条 件 ,内参 质粒 和 检测 方法 的 干扰 ,在 实验 中 需 
严 格 按照 说 明 什 排 除 以 细胞 状态 影响 为 主 的 
系统 误差 方 能 获得 可 靠 结论 。 
本 文采 用 PCR B NON HET 1888 bp 
的 p-selectin 启 动 子 序列 ,将 其 克隆 到 空 载体 pGL3-Ba- 
sic 的 多 克隆 位 点 (MCS) 中 ,其 下 游 为 Luciferase 的 表达 
序列 ,成 功 地 构建 了 pGL3-p-selectin-promoter 表达 载 
体 , 并 与 含 海 明 菊 光 素 酶 的 内 参 质粒 PRL-SV40 共 转 染 
到 293F 细 胞 中 ,通过 检测 交 光 素 酶 的 表达 量 反映 启动 
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图 7 pGL3-p-selectin-promoter 报告 基因 筛选 炎症 因子 
对 P 选 择 素 启动 子 活性 的 影响 

Fig.7 pGL3-p-selectin-promoter reporter gene luciferase 
screening of the effects of inflammatory factors on 
p-selectin promoter transcriptional activity. *P«0.05 , **P« 
0.01 and ***P«0.001 vs control group. 
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图 8 pGL3-p-selectin-promoter 报 告 基因 筛选 药物 对 P 选 择 
素 启 动 子 活性 的 影响 

Fig.8 pGL3-p-selectin-promoter reporter gene luciferase 
screening of the effects of drugs on p-selectin promoter 
transcriptional activity. **P«0.01 and ***P«0.001 vs control 


group. 


子 序 列 的 活性 ,间接 反映 p-selectin 基因 在 细胞 中 的 转 
录 表 达 水 平 ,并 验证 其 活性 。 奖 光 素 酶 启动 子 区 域 的 截 
短 表达 实验 证 实 了 pGL3-1826 bp 表达 载体 构建 的 重要 
性 。pGL3-p-selectin-promoter 对 于 LPS 和 TNF-a 刺 激 
的 上 调 应 答 符 合 既 往 研 究 报 道 ””, 日 从 基因 转录 的 层 
面 深入 解释 了 P 选 择 素 在 炎症 反应 中 的 转录 上 调 作 用 ， 
进一步 说 明 该 报告 基因 的 构建 成 功 且 功能 正常 。 
McEve,R.P 实 验 室 研 究 证 明 ” ,蛋白 酶 体 抑制 剂 可 通过 
激活 转录 因子 NF-kappaB 提高 P 选 择 素 的 转录 活性 , 然 
而 根据 我 们 的 实验 结果 并 未 证 实 这 一 结论 。 图 8 数据 
反映 了 砷 化 物 诱导 P 选 择 素 表达 与 文献 报道 一 致 **”， 
日 在 体外 实验 条 件 下 在 8 pmolL 时 作用 效果 最 强 ,说 明 


砷 化 物 可 从 基因 转录 层面 增加 P 选 择 素 表达 ,有 促进 血 
栓 形 成 的 毒性 作用 。 炎 症 因子 与 药物 的 诱导 刺激 实验 
均 证 明 ,我 们 构建 的 P 选 择 素 报告 基因 具有 快速 筛选 有 
效 药物 鉴别 药物 活性 的 功能 。 

后 续 我 们 将 以 此 报告 基因 质粒 为 基础 通过 设立 多 
组 对 照 实 验 ,通过 构建 腺 病毒 显 负 性 突变 体 和 过 表达 突 
变 体 模 拟 信 号 通路 激活 和 抑制 等 ,研究 炎症 因子 和 信和 号 
通路 蛋白 在 p-selectin 启 动 子 活性 的 表达 上 调 /下 调 中 的 
作用 ,探索 在 炎症 因子 诱导 下 p-selectin 表 达 的 具体 机 
制 。 亦 可 通过 报告 基因 启动 子 区 域 的 截 短 实验 探索 反 
式 作用 因子 在 启动 子 区 域 的 具体 作用 位 点 。 
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